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    اﺷﺮﺷﻴﺎﻛﻠﻲ1GT و a5HDﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرﻣﺎﺳﻴﻮن آن در دو ﺳﻮﻳﻪ 
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 (iidnog amsalpoxoT)ﺑﻴﻤﺎري ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﻮزﻳﺲ ﺗﻮﺳﻂ ﺗﻚ ﻳﺎﺧﺘﻪ اﻧﮕﻠﻲ ﺑﻪ ﻧﺎم ﺗﻮﻛـﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎﮔﻮﻧﺪي : زﻣﻴﻨﻪ و ﻫﺪف    
ﻪ ﻓﻘﻂ در ﻣﺮﺣﻠﻪ ﺗﺎﻛﻲ زوﺋﻴـﺖ وﺟـﻮد اي اﺳﺖ ﻛژن اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ـ ﻣﺮﺣﻠﻪ   آﻧﺘﻲ،(1 negitnA ecafruS)1GAS.ﺷﻮد اﻳﺠﺎد ﻣﻲ
 روي ﺳـﻄﺢ داﺧـﻞ و  ﺑـﺮ ﻪ ﻣﻘﺪار ﻓﺮاوان و ﺑﻪ ﻃﻮر ﻳﻜﻨﻮاﺧﺖدارد و در ﻣﺮاﺣﻞ اﺳﭙﻮروزﺋﻴﺖ و ﺑﺮادي زوﺋﻴﺖ وﺟﻮد ﻧﺪارد و ﺑ 
 lanoitamrofnocژن، ﻛـﺎﻣﻼً ژن داراي دو ﮔﻠﻴﻜـﻮﻓﺮم اﺳـﺖ و آﻧﺘـﻲ اﻳﻦ آﻧﺘـﻲ . ﻫﺎ ﺗﻮزﻳﻊ ﺷﺪه اﺳﺖ  زوﺋﻴﺖﺧﺎرج ﺳﻠﻮﻟﻲ ﺗﺎﻛﻲ 
ﺗـﺮﻳﻦ ﺳـﺎﺧﺘﺎر ، اﻳﻤﻮﻧﻮژﻧﻴـﻚ 1GAS . ﺑـﻮده و ﻫـﻴﭻ اﻳﻨﺘﺮوﻧـﻲ ﻧـﺪارد ypoc elgniS، ﺑﻪ ﺻـﻮرت 1GASﻨﺪه ژن ﻛﺪ ﻛﻨ. اﺳﺖ
 ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ و زﻳﺮ واﺣﺪي ﻋﻠﻴـﻪ ﻦ روش ﺗﺸﺨﻴﺼﻲ و ﺑﺮاي ﺗﻬﻴﻪ واﻛﺴ ﻦ اﺳﺖ و ﺑﻪ ﻫﻤﻴﻦ ﺧﺎﻃﺮ در ﭼﻨﺪﻳ iidnog.Tزوﺋﻴﺖ  ﺗﺎﻛﻲ
 در 1GASﻣﻄﺎﻟﻌـﻪ، ﻛﻠـﻮن ﻛـﺮدن ﻗﻄﻌـﻪ ﻫـﺪف از اﻳـﻦ . ﺑﻴﻤﺎري ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﻮزﻳﺲ، اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪه و ﻣﻮرد ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻮده اﺳﺖ 
    .ﺑﺎﺷﺪ  ﻣﻲiloc.Eﻫﺎي   ﺑﺎﻛﺘﺮي1GT و α5HDﻫﺎي   و ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم ﻛﺮدن ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ در ﺳﻮﻳﻪR75ZTPﭘﻼﺳﻤﻴﺪ 
ﺑﺮاي اﻳﻦ ﻛﺎر، اﺑﺘﺪا اﻧﮕﻞ ﺗﻮﻛـﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ در ﺻـﻔﺎق ﻣـﻮش ﺳـﻮري . ﺑﺎﺷﺪاﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ ﻳﻚ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺗﺠﺮﺑﻲ ﻣﻲ : رﺳﻲﺮ    روش ﺑ 
ﺟﻬﺖ ﺗﻬﻴـﻪ و ﻧﮕﻬـﺪاري اﻧﮕـﻞ، از ﻣـﻮش . ﺷﺴﺘﺸﻮ داده ﺷﺪ( enilas dereffub etahpsohP)SBPﮕﻞ ﺑﺎ ﺗﻜﺜﻴﺮ داده و آﻧﮕﺎه اﻧ
ژﻧﻮﻣﻲ ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ، ﺑﺎ روش ﻓﻨﻞ ـ ﻛﻠﺮ ﻓﺮم، اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه، ( dica cielcunobiryxoeD)AND. ﺳﻮري ﻣﺎده اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ
ﺗﻜﺜﻴﺮ ( noitcaer niahc esarmyloP)RCP، ژن ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ﺑﺎ روش 1GASﺳﭙﺲ ﺑﺎ ﻛﻤﻚ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ وﻳﮋه ژن 
. اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﺷﺪه و اﻧﺪازه ژن ﺗﻜﺜﻴﺮ ﺷﺪه ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﻣـﺎرﻛﺮ ﺗﻌﻴـﻴﻦ ﺷـﺪ ، RCPﺷﺪ و ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ژل آﮔﺎروز، ﻣﺤﺼﻮل 
 ﺑﻪ داﺧﻞ RCPﻣﺤﺼﻮل ، esagiL AND4T ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﻛﻴﺖ ﺗﺠﺎرﺗﻲ، ﺧﺎﻟﺺ ﺷﺪه و ﺳﭙﺲ ﺑﻪ ﻛﻤﻚ آﻧﺰﻳﻢ RCPﻣﺤﺼﻮل 
 α5HD و 1GT دو ﺳـﻮش iloc.Eدر ﻧﻬﺎﻳﺖ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑـﻪ داﺧـﻞ ﺳـﻠﻮﻟﻬﺎي ﻣـﺴﺘﻌﺪ . ﺪﻛﺘﻮر ﻛﻠﻮن ﺷ ﻳﻚ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ و 
   .ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم ﺷﺪ
 RCPﻣﺤﺼﻮل .  ﮔﺮدﻳﺪRCP، 1GAS ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي ﺷﺪه ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ژن ANDﻧﻤﻮﻧﻪ : ﻫﺎ ﻳﺎﻓﺘﻪ    
، R75ZTP درون ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ RCPﺤـﺼﻮل ﻣ. ﻣـﺸﺎﻫﺪه ﮔﺮدﻳـﺪ % 1در ژل آﮔﺎروز (  ﺟﻔﺖ ﺑﺎز 069)069pbﺑﻪ ﺻﻮرت ﻳﻚ ﺑﺎﻧﺪ 
ﺑـﺮاي . ﺗﺮاﻧـﺴﻔﻮرم ﮔﺮدﻳـﺪ  α5HD، 1GTﻫـﺎي ﻛﻠﻮن ﮔﺮدﻳﺪ، ﺳـﭙﺲ ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ درون ﺑـﺎﻛﺘﺮي اﺷﺮﺷـﻴﺎﻛﻠﻲ ﺳـﻮش 
 BLﻫﺎي ﺣﺎوي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ روي ﻣﺤـﻴﻂ ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ، ﻛﻠﻮﻧﻲ ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ، اﺑﺘﺪا ﺑﻪ ﻛﻤﻚ ژن ﻣﻘﺎوﻣﺖ ﺑﻪ آﻧﺘﻲ 
 oihtid-ateb-lyporposI)GTPI، (disonarypotcalaGid ateb lylodni 3-orolhc 4-omorb -5)LAGXﺟﺎﻣﺪ ﺣﺎوي 
، ژن ﻣـﻮرد RCP و ﺑﺎ روش ﺳﻴﻠﻴﻦ ﺟﺪاﺳﺎزي ﮔﺮدﻳﺪﻧﺪ، ﺳﭙﺲ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪ و آﻣﭙﻲ ( disonarypotcalaG
 468pb و 2892pbت  ﺗﺤﺖ ﺗﺎﺛﻴﺮ ﺑﺮش آﻧﺰﻳﻤﻲ ﻗـﺮار ﮔﺮﻓـﺖ ﻛـﻪ ﻗﻄﻌـﺎ 1GASﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺣﺎوي ژن . ﻧﻈﺮ ﺗﺎﻳﻴﺪ ﮔﺮدﻳﺪ 
 رﺷﺪ ﻛﺮده ﺑﻮدﻧﺪ، ﺷﻤﺎرش ﮔﺮدﻳﺪﻧـﺪ BLﻛﻪ در ﻣﺤﻴﻂ  α5HD و 1GTﻫﺎي  ﻛﻠﻮﻧﻲ. ﺑﺎﺷﺪﺑﺪﺳﺖ آﻣﺪه ﻧﻴﺰ ﻧﺸﺎﻧﻪ ﺗﺎﻳﻴﺪ ﻛﺎر ﻣﻲ 
    . ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﮔﺮدﻳﺪyntihwnnaM و ﻣﻴﺎﻧﮕﻴﻦ و اﻧﺤﺮاف ﻣﻌﻴﺎر ﺑﺮاي اﻳﻦ دو ﺳﻮﻳﻪ در ﻫﺮ ﭘﻠﻴﺖ ﺑﺮاﺳﺎس آزﻣﻮن آﻣﺎري
 اﺷﺮﺷﻴﺎﻛﻠﻲ ﺑﻜﺎر رﻓﺘﻪ در اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ، ﺑﺮاي ﻧﮕﻬﺪاري 1GT و اﺳﺘﺮﻳﻦ R75ZTPﺳﻤﻴﺪ ﻧﺘﺎﻳﺞ ﻧﺸﺎن داد ﻛﻪ ﭘﻼ : ﮔﻴﺮي     ﻧﺘﻴﺠﻪ
   . ﺪﻨﺑﺎﺷ  ﻣﻨﺎﺳﺐ ﻣﻲ1GASژن 
             
    (1GAS)1ژن ﺳﻄﺤﻲ اﺻﻠﻲ    آﻧﺘﻲ– 2       ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ ﮔﻮﻧﺪي – 1      : ﻫﺎ ﻛﻠﻴﺪواژه
 R75ZTP ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ – 4(  1GT ,α5HD)اﺷﺮﺷﻴﺎﻛﻠﻲ – 3                         
  58/3/31: ﺗﺎرﻳﺦ ﭘﺬﻳﺮش، 48/6/82  :ﺗﺎرﻳﺦ درﻳﺎﻓﺖ
  . ﺷﻨﺎﺳﻲ ﻛﺎرﺷﻨﺎس ارﺷﺪ اﻧﮕﻞ(I
  (.ﻣﺆﻟﻒ ﻣﺴﺆول*)داﻧﺸﮕﺎه ﺗﺮﺑﻴﺖ ﻣﺪرس، ﺗﻬﺮان، اﻳﺮانﭘﻞ ﮔﻴﺸﺎ، ﺷﻨﺎﺳﻲ، داﻧﺸﻜﺪه ﭘﺰﺷﻜﻲ،  اﺳﺘﺎدﻳﺎر ﮔﺮوه اﻧﮕﻞ( II
  .، ﺑﺰرﮔﺮاه ﻫﻤﺖ، ﺳﺎزﻣﺎن اﻧﺘﻘﺎل ﺧﻮن، ﺗﻬﺮان، اﻳﺮانﺷﻨﺎﺳﻲ ، ﻣﺮﻛﺰ ﺗﺤﻘﻴﻘﺎت وﻳﺮوساﺳﺘﺎدﻳﺎر ﺳﺎزﻣﺎن اﻧﺘﻘﺎل ﺧﻮن( III
  .داﻧﺸﮕﺎه ﺗﺮﺑﻴﺖ ﻣﺪرس، ﺗﻬﺮان، اﻳﺮانﭘﻞ ﮔﻴﺸﺎ، ﺷﻨﺎﺳﻲ، داﻧﺸﻜﺪه ﭘﺰﺷﻜﻲ،  اﺳﺘﺎد ﮔﺮوه اﻧﮕﻞ( VI
  .داﻧﺸﮕﺎه ﺗﺮﺑﻴﺖ ﻣﺪرس، ﺗﻬﺮان، اﻳﺮانﭘﻞ ﮔﻴﺸﺎ،ﺷﻨﺎﺳﻲ، داﻧﺸﻜﺪه ﭘﺰﺷﻜﻲ، داﻧﺸﺠﻮي دﻛﺘﺮاي اﻧﮕﻞ(V
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  ﻣﻘﺪﻣﻪ
ﻫﺎ،  ﻛﻤﭙﻠﻜﺲاي از ﺷﺎﺧﻪ اﭘﻲ ﮔﻮﻧﺪي، ﺗﻚ ﻳﺎﺧﺘﻪ ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ    
زﻳﺮ ﺷﺎﺧﻪ اﺳﭙﺮوزوآ، زﻳﺮ رده ﻛﻮﻛﺴﻴﺪﻳﺎ و ﻣﺘﻌﻠـﻖ ﺑـﻪ ﺟـﻨﺲ 
  . ﺑﺎﺷﺪ ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ ﻣﻲ
    آﻟﻮدﮔﻲ ﺑﻪ اﻳﻦ ﺗﻚ ﻳﺎﺧﺘـﻪ، از ﺳﺮاﺳـﺮ دﻧﻴـﺎ ﮔـﺰارش ﺷـﺪه 
ﺎدي ﺑـﺮ ﻋﻠﻴـﻪ اﻳـﻦ ﺑ ـ ﻣﻴﻠﻴﻮن ﻧﻔﺮ داراي آﻧﺘـﻲ 005ﺗﻘﺮﻳﺒﺎً . اﺳﺖ
در اﻓﺮادي ﻛﻪ ﻧﻘﺺ اﻳﻤﻨﻲ ﻧﺪارﻧﺪ، ﻣﻌﻤـﻮﻻً . ﺑﺎﺷﻨﺪارﮔﺎﻧﻴﺴﻢ ﻣﻲ 
ﺑﺎﺷـﺪ و ﺧﻮدﺑﺨـﻮد در ﺑـﺪن ﻛﻨﺘـﺮل اﻳﻦ ﻋﻔﻮﻧﺖ ﻓﺎﻗﺪ ﻋﻼﻳﻢ ﻣﻲ 
ﺗﻮاﻧﺪ ﻣﻨﺠﺮ ﺑـﻪ ﻋﻔﻮﻧﺖ در ﻃﻲ دوره ﺑﺎرداري ﻣﻲ  (2و 1).ﺷﻮد ﻣﻲ
ﻮد ﻛﻪ ﻣﻤﻜﻦ اﺳـﺖ ﻋـﻮارض ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﻮزﻳﺲ ﻣﺎدرزادي ﺷ 
  (3).ﺑﺮداﺷﺘﻪ ﺑﺎﺷﺪﺧﻄﺮﻧﺎﻛﻲ در
   اﻳـﻦ اﻧﮕـﻞ ﻋـﻼوه ﺑـﺮ اﻧـﺴﺎن، ﺗﻌـﺪاد زﻳـﺎدي از ﺣﻴﻮاﻧـﺎت  
ﻫـﺎي ﻣﺨﺘﻠـﻒ ﭘﺮﻧـﺪﮔﺎن را آﻟـﻮده  ﭘـﺴﺘﺎﻧﺪار و ﻫﻤﭽﻨـﻴﻦ ﮔﻮﻧـﻪ
  . ﺳﺎزد ﻣﻲ
    درﻣﺎن اﻳـﻦ ﺑﻴﻤـﺎري ﺑـﻪ ﺧـﺎﻃﺮ اﺛـﺮات ﺳـﻤﻲ داروﻫـﺎي در 
. اﻓﺘـﺪ دﺳﺘﺮس، ﻣﺸﻜﻞ اﺳﺖ و ﻋﻔﻮﻧﺖ ﻣﺠﺪد ﺑﺴﺮﻋﺖ اﺗﻔﺎق ﻣـﻲ 
ﺗﺤﺖ ﺷﺮاﻳﻂ ﺣﺎﺿـﺮ، اﻳﺠـﺎد ﮔـﺴﺘﺮش داروﻫـﺎي ﺟﺪﻳـﺪ ﺿـﺪ 
ﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ ﻳﺎ ﻳﻚ واﻛﺴﻦ، ﺟﺎﻳﮕﺰﻳﻦ ﺑﺴﻴﺎر ﻣﻨﺎﺳﺒﻲ ﺧﻮاﻫـﺪ ﺗ
   (4).ﺑﻮد
    ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت و ﺗﺠﺮﺑﻴﺎت ﻣﺨﺘﻠﻒ ﻧـﺸﺎن داده اﺳـﺖ ﻛـﻪ اﺣﺘﻤـﺎل 
   (4).ﺗﻬﻴﻪ واﻛﺴﻨﻲ ﻣﻨﺎﺳﺐ ﻋﻠﻴﻪ ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﻮزﻳﺲ وﺟﻮد دارد
    در ﺳﺎﻟﻬﺎي اﺧﻴﺮ ﭘﻴﺸﺮﻓﺖ ﭼﺸﻤﮕﻴﺮي در زﻣﻴﻨـﻪ ﺷﻨﺎﺳـﺎﻳﻲ 
ﻣﺤـﺎﻓﻈﺘﻲ اﻟﻘـﺎء ﺗﻮاﻧﻨﺪ ﭘﺎﺳـﺦ اﻳﻤﻨـﻲ ﻛﺎﻧﺪﻳﺪﻫﺎي واﻛﺴﻦ ﻛﻪ ﻣﻲ 
ﺗـﺮ اﻳـﻦ ﻛﺎرﻫـﺎ ﺑـﺮ روي ﻛﻨﻨـﺪ، ﺻـﻮرت ﮔﺮﻓﺘـﻪ اﺳـﺖ، ﺑـﻴﺶ 
از . زوﺋﻴـﺖ ﻣﺘﻤﺮﻛـﺰ ﺷـﺪه اﺳـﺖ ﻫـﺎي ﺳـﻄﺤﻲ ﺗـﺎﻛﻲ ژن آﻧﺘـﻲ
 1GAS ﻳـﺎ 1ژن ﺳـﻄﺤﻲ اﺻـﻠﻲ ﻫﺎ، آﻧﺘﻲ  ژنﺗﺮﻳﻦ اﻳﻦ آﻧﺘﻲ  ﻣﻬﻢ
زوﺋﻴﺖ ، ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺳﻄﺤﻲ اﺻﻠﻲ ﺗﺎﻛﻲ (03aDK)1GAS. ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ
ﻞ زوﺋﻴ ــﺖ را ﺗ ــﺸﻜﻴ  ﻦ ﺗ ــﺎﻛﻲـ ـــاز ﻛ ــﻞ ﭘﺮوﺗﺌﻴ% 3-5اﺳ ــﺖ و 
اي اﺳﺖ ﻛـﻪ ژن اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ـ ﻣﺮﺣﻠﻪ  ، آﻧﺘﻲ1GAS (6و 5).دﻫﺪ ﻣﻲ
زوﺋﻴــﺖ وﺟــﻮد دارد و در ﻣﺮاﺣــﻞ  ﻓﻘــﻂ در ﻣﺮﺣﻠــﻪ ﺗــﺎﻛﻲ
، 1GAS (7-9).زوﺋﻴ ــﺖ وﺟ ــﻮد ﻧ ــﺪارد  اﺳــﭙﻮروزوﺋﻴﺖ و ﺑ ــﺮادي
و  (01و 9، 5)اﺳﺖ iidnog.Tزوﺋﻴﺖ ﺗﺮﻳﻦ ﺳﺎﺧﺘﺎر ﺗﺎﻛﻲ  اﻳﻤﻮﻧﻮژﻧﻴﻚ
ﺑـﻪ ﻫﻤـﻴﻦ ﺧـﺎﻃﺮ در ﭼﻨـﺪﻳﻦ روش ﺗﺸﺨﻴـﺼﻲ و ﺑـﺮاي ﺗﻬﻴـﻪ 
ﻛــ ــﺴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴــ ــﺐ و زﻳــ ــﺮ واﺣــ ــﺪي ﻋﻠﻴــ ــﻪ ﺑﻴﻤــ ــﺎري وا
و 4).ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﻮزﻳﺲ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪه و ﻣﻮرد ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻮده اﺳﺖ 
ژن، ﭘﺎﺳﺦ اﻳﻤﻮﻧﻮﻟﻮژﻳﻜﻲ ﺑﺴﻴﺎر ﺳـﺮﻳﻌﻲ اﻳﺠـﺎد  اﻳﻦ آﻧﺘﻲ (11-61
ﺑـﻪ . ﺷـﻮد  ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻣـﻲ AgI و MgI، GgIﻛﻨﺪ و ﺗﻴﺘﺮ ﺑﺎﻻﻳﻲ از  ﻣﻲ
، اﻃﻤﻴﻨـﺎن از اﻳـﻦ 1GASﻋﻠﺖ ﻓﻘـﺪان ﻣﻘـﺪار زﻳـﺎد و ﻛـﺎﻓﻲ ژن 
 و ﺑـﻪ ﻦﺴﺗـﻮان ﺑـﺮاي ﺗﻬﻴـﻪ واﻛ ـاز اﻳﻦ ژن ﻣﻲ ع ﻛﻪ آﻳﺎ ﻣﻮﺿﻮ
ﻋﻨﻮان ﻳﻚ ﻋﺎﻣﻞ ﺗﺸﺨﻴﺼﻲ اﺳﺘﻔﺎده ﻧﻤـﻮد، ﺑـﺎ ﻣـﺸﻜﻞ ﻣﻮاﺟـﻪ 
 در 1GAS ﻫﺪف از اﻳـﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌـﻪ، ﻛﻠـﻮن ﻛـﺮدن ﻗﻄﻌـﻪ (7).اﺳﺖ
و ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم ﻛﺮدن ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ در  R75ZTPﭘﻼﺳﻤﻴﺪ 
ﺑﺎﺷـﺪ ﺗـﺎ ﺑـﺎ  ﻣﻲ iloc.Eﻫﺎي  ﺑﺎﻛﺘﺮي 1GTو  α5HDﻫﺎي  ﺳﻮﻳﻪ
اﻧﺒـﻮه ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ ﺑﺘـﻮان از آن، ﺟﻬـﺖ واﻛـﺴﻦ ﺗﻮﻟﻴـﺪ 
  . و ﺳﺎﻳﺮ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﺑﻌﺪي اﺳﺘﻔﺎده ﻧﻤﻮدAND
ژﻧـﻮم اﻧﮕـﻞ، ﻗﻄﻌـﻪ ژﻧـﻲ     در اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴـﻖ ﭘـﺲ از اﺳـﺘﺨﺮاج 
 ﺗﻜﺜﻴﺮ ﺷﺪ و ﺟﻬﺖ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ، ﻗﻄﻌﻪ ژﻧـﻲ RCP ﺑﻪ روش 1GAS
 ﻗـﺮار داده ﺷـﺪ و در R75ZTP، در ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ RCPﺣﺎﺻـﻞ از 
ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑـﻪ . ﻔﻮرم ﮔﺮدﻳﺪ  ﺗﺮاﻧﺴ iloC-Eﻧﻬﺎﻳﺖ ﺑﻪ داﺧﻞ ﺑﺎﻛﺘﺮي 
، ﺑـﺎ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨـﮓ اﻳـﻦ ﻗﻄﻌـﻪ ژﻧـﻲ و ﻧﮕﻬـﺪاري آن، 1GASاﻫﻤﻴﺖ 
ﺗﻮان در ﻣﻮارد ﻣﺨﺘﻠﻒ از ﺟﻤﻠﻪ ﺗﻬﻴﻪ واﻛﺴﻦ و اﺳـﺘﻔﺎده در  ﻣﻲ
  .روش ﺗﺸﺨﻴﺼﻲ اﻻﻳﺰا و ﺳﺎﻳﺮ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت، از آن اﺳﺘﻔﺎده ﻧﻤﻮد
  
  روش ﺑﺮرﺳﻲ
ﺑﺘﺪا  ﺑﺮاي اﻧﺠﺎم آن ا .ﺑﺎﺷﺪﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ ﻳﻚ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺗﺠﺮﺑﻲ ﻣﻲ     اﻳ
در ﻫـﺮ ﻣﻴـﺪان ﺑـﺎ )زوﺋﻴـﺖ   ﺗـﺎﻛﻲ02-03ﻣـﺎﻳﻊ ﺻـﻔﺎﻗﻲ ﺣـﺎوي 
 HRﺳــــﻮش (  ﻣﻴﻜﺮوﺳــــﻜﻮپ ﻧــــﻮري 04×ﺑﺰرﮔﻨﻤــــﺎﻳﻲ 
 ﺳـﺮ ﻣـﻮش 3ﮔﻮﻧﺪي ﺑﻪ ﻃﻮر داﺧﻞ ﺻـﻔﺎﻗﻲ ﺑـﻪ ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ
 ﻣﻮﺷـﻬﺎ ، روز ﺑﻌﺪ 3. ﺗﺰرﻳﻖ ﮔﺮدﻳﺪ (  ﻫﻔﺘﻪ 6) ﺟﻮان c/blaBﻣﺎده 
 ،ﻛﺸﺘﻪ ﺷﺪﻧﺪ و ﻣﺎﻳﻊ ﺻﻔﺎﻗﻲ آﻧﻬﺎ ﺑﺎ ﺳـﺮﻧﮓ، از ﺣﻔـﺮه ﺻـﻔﺎﻗﻲ 
 در زﻳﺮ ﻣﻴﻜﺮوﺳﻜﻮپ ﻧـﻮري ﻣـﺸﺎﻫﺪه ﻫﺎ زوﺋﻴﺖﻛﺸﻴﺪه و ﺗﺎﻛﻲ 
   (71).ﺷﺪﻧﺪ
 005زوﺋﻴـﺖ ﺗﻮﻛـﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎﮔﻮﻧﺪي،  ﺳﻠﻮل ﺗـﺎﻛﻲ 1×601    ﺑﻪ 
 lycedod muidoS%)1SDSﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ ﺑﺎﻓﺮ ﻟﻴﺰ ﻛﻨﻨـﺪه ﺣـﺎوي 
، (dica citeca-artetenimaidenelyhtE)ATDE، (etahplus
ز  ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﺎ5و lcH-sirTو (edirolhc muidoS)lcaN
ﭘـﺲ از . ﻟﻴﺘـﺮ اﺿـﺎﻓﻪ ﮔﺮدﻳـﺪ ﮔﺮم در ﻣﻴﻠﻲ  ﻣﻴﻠﻲ 02 ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ K
 درﺟـﻪ 55-65 ﺳـﺎﻋﺖ در دﻣـﺎي 2ﻣﺨﻠـﻮط ﻛـﺮدن، ﺑـﻪ ﻣـﺪت 
  ﻫﻤﻜﺎران و ﻛﺎﻣﻲ ﺣﺴﻴﻨﻴﺎن ﺧﺴﺮوﺷﺎﻫﻲ                                           ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎﮔﻮﻧﺪي ( 1GAS)1ژن ﺳﻄﺤﻲ  ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ژن ﺑﻴﺎن ﻛﻨﻨﺪه آﻧﺘﻲ
57ﻣﺠﻠﻪ داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ اﻳﺮان                                                                                                 5831 ﻣﺴﺘﺎنز/ 35ﺷﻤﺎره / ﺰدﻫﻢﺳﻴدوره 
 ﺑـﻪ روش ﻓﻨـﻞ و ANDاﺳـﺘﺨﺮاج . ﮔـﺮاد اﻧﻜﻮﺑـﻪ ﺷـﺪ ﺳـﺎﻧﺘﻲ
 3 اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه ﺑـﺎ اﺳـﺘﺎت ﺳـﺪﻳﻢ AND. ﻛﻠﺮوﻓﺮم اﻧﺠﺎم ﺷﺪ 
رﺳﻮب داده ﺷﺪ، ﺳﭙﺲ رﺳـﻮب ﺣﺎﺻـﻠﻪ % 001ﻣﻮﻻر و اﺗﺎﻧﻞ 
 ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘـﺮ 02ﺷﺴﺘﺸﻮ داده ﺷﺪ و در ﻧﻬﺎﻳـﺖ در % 07ﺑﺎ اﻟﻜﻞ 
 ﺑـﺮاي ﻣـﺸﺎﻫﺪه ﻣﺤـﺼﻮل (91و 81).آب ﻣﻘﻄﺮ اﺳـﺘﺮﻳﻞ ﺣـﻞ ﺷـﺪ 
  . اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﺷﺪ% 0/8ﺗﺨﻠﻴﺺ، ﺑﺮ روي ژل آﮔﺎرز 
: ﺑﺎﺷـﺪ  ﺑﺪﻳﻦ ﺗﺮﺗﻴﺐ ﻣﻲ RCPﻣﻮاد ﻻزم ﺑﺮاي اﻧﺠﺎم آزﻣﺎﻳﺶ     
 ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ 1/5، ( ﺑﺮاﺑﺮ ﻏﻠﻴﻆ 01)01×RCP ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از ﺑﺎﻓﺮ 5
 ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘـﺮ از 1ﻣـﻮﻻر،   ﻣﻴﻠـﻲ05( 2lcgM) ﻣﻨﻴﺰﻳـﻮماز ﻛﻠﺮﻳ ـﺪ
ﻣﻮﻻر،   ﻣﻴﻠﻲ01( etahpsohpoiht lynehportin-lyhteid)PTNd
 01[ remirP(drawroF)] رﻓــ ــﺖ ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘــ ــﺮ از ﭘﺮاﻳﻤــ ــﺮ0/5
  :ﺑﺎ ﺗﻮاﻟﻲدر ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ ﭘﻴﻜﻮﻣﻮل 
  '3GTGACGGAAGCCTTTGTATTCGAATTA'5:drawroF
 01 [remirP(esreveR)]  ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘـﺮ از ﭘﺮاﻳﻤـﺮ ﺑﺮﮔـﺸﺖ0/5و 
  : ﺑﺎ ﺗﻮاﻟﻲدر ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ ﭘﻴﻜﻮﻣﻮل 
 '3GTCGAACACAGCGCACTCTTAAGTTA'5:esreveR
 5، esaremyloP AND qaT ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘــــﺮ از 0/3-0/5و 
 .O2H dd ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘـﺮ از 63 ﺧﺎﻟﺺ ﺷﺪه و ANDﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از 
 در ﺗﺮﻣﻮﺳـﺎﻳﻜﻠﺮ ﻗـﺮار داده ،ﻣﻮاد ﻓﻮق ﭘﺲ از ﻣﺨﻠـﻮط ﻛـﺮدن 
 ﺳﻴﻜﻞ ﻃﺒﻖ ﺑﺮﻧﺎﻣﻪ 03 ﻃﻲ RCPﺳﻴﻠﻪ وﻪ  ﺑ 1GAS و ژن ﻧﺪﺷﺪ
 درﺟـﻪ 49 دﻗﻴﻘـﻪ در دﻣـﺎي 5 ﺑـﻪ ﻣـﺪت noitarutaneD laitini
 49 ﺑﻪ ﻣـﺪت ﻳـﻚ دﻗﻴﻘـﻪ در دﻣـﺎي noitarutaneDﮔﺮاد،  ﺳﺎﻧﺘﻲ
 26 ﺛﺎﻧﻴﻪ در دﻣـﺎي 03 ﺑﻪ ﻣﺪت gnilaennAﮔﺮاد، درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ 
 27 ﺑﻪ ﻣﺪت ﻳﻚ دﻗﻴﻘﻪ در دﻣـﺎي noitnetxEﮔﺮاد، درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ 
 دﻗﻴﻘـﻪ در 5 ﺑـﻪ ﻣـﺪت noitnetxE laniFاد و ﮔـﺮ درﺟﻪ ﺳـﺎﻧﺘﻲ 
  (12و 02، 81).ﮔﺮدﻳﺪﺗﻜﺜﻴﺮ ﮔﺮاد   درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ27دﻣﺎي 
، ﺑﺮ روي ژل آﮔﺎرز RCP    در ﻧﻬﺎﻳﺖ ﺑﺮاي ﺑﺮرﺳﻲ ﻣﺤﺼﻮل 
 . اﻟﻜﺘﺮوﻓـﻮرز ﺷـﺪ 001pbﺮ وزن ﻣﻮﻟﻜـﻮﻟﻲ ﺮاه ﺑﺎ ﻣـﺎرﻛ ﻫﻤ% 1
 و ﻳـﻚ ﺟﺎﻳﮕـﺎه GTA، داراي ﻛﺪون ﺷـﺮوع maerts puﭘﺮاﻳﻤﺮ )
، ﺷـﺎﻣﻞ ﻳـﻚ maerts nwodﺮ ــ و ﭘﺮاﻳﻤIII dniHﺑﺮش آﻧﺰﻳﻤﻲ 
  (.  اﺳﺖI RocEﺎه آﻧﺰﻳﻤﻲ ــﻚ ﺟﺎﻳﮕــﻛﺪون ﭘﺎﻳﺎن و ﻳ
 (setnemreF)ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از  RCPﺑﺮاي ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ، ﻣﺤﺼﻮل     
ﺺ ـــ از روي ژن، ﺧﺎﻟtik noitcartxe AND leg esoragA
 ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘـﺮ از 3 ﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از ــ ـواﻛﻨﺶ اﺗﺼﺎل ﺑ . ﺪــﺳﺎزي ﺷ 
ﺪ از ـــ واﺣ1-5، (ﻆــــﺮ ﻏﻠﻴــــﺮاﺑـ ﺑ01)01 ×noitagilﺮ ـــﺑﺎﻓ
 51، rotceV(AND) ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘـــﺮ از 3 ،esagiL AND 4T
 O2Hdd ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از 03 و ﺣﺪود tresnI(AND)ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از 
 درﺟـﻪ 22ﺳﭙﺲ ﻣﺨﻠﻮط ﻓﻮق، ﻳـﻚ ﺷـﺐ در دﻣـﺎي . اﻧﺠﺎم ﺷﺪ 
  (32و 22).ﮔﺮاد اﻧﻜﻮﺑﻪ ﮔﺮدﻳﺪ ﺳﺎﻧﺘﻲ
ﺼﺎل، ﺑــﺎ روش     ﺑﻌــﺪ از اﻧﺠــﺎم ﻛﻠﻮﻧﻴﻨــﮓ، ﻣﺤــﺼﻮل اﺗــ
 و 1GT ﺳﻮﺷ ــﻬﺎي iloc-Eﻛﻠﺮورﻛﻠ ــﺴﻴﻢ ﺑ ــﻪ داﺧ ــﻞ ﺑ ــﺎﻛﺘﺮي 
ﻫـﺮ ﺑـﺎر، ﻗﺒـﻞ از (. noitamrofsnarT) اﻧﺘﻘـﺎل داده ﺷـﺪα5HD
، ﻳﻚ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺑﺮ روي ﻣﺤـﻴﻂ tnetepmocﻫﺎي اﺳﺘﻔﺎده از ﺑﺎﻛﺘﺮي 
ﺷﺪ و ﭼﻨﺎﻧﭽـﻪ ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ ﻛﺸﺖ داده ﻣﻲ ﻛﺸﺖ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺑﺪون آﻧﺘﻲ 
 ﺑﻘﻴﻪ ﻣﺮاﺣﻞ ﻛـﺎر ﻛﺮدﻧﺪ، ﺑﺮايﻫﺎ در اﻳﻦ ﻣﺤﻴﻂ رﺷﺪ ﻣﻲ  ﺑﺎﻛﺘﺮي
ﻫـﺎي ﺷﺪ و ﺑﺮاي ﺑﺮرﺳﻲ ﻣﻴﺰان رﺷﺪ ﺳﻮﻳﻪ از آﻧﻬﺎ اﺳﺘﻔﺎده ﻣﻲ 
 ﻧـﺎﻧﻮﻣﺘﺮ 006آﻧﻬـﺎ در ﻃـﻮل ﻣـﻮج ( DO)ﺑﺎﻛﺘﺮي، ﻣﻴﺰان ﺟـﺬب 
  . ﺷﺪ ﮔﻴﺮي ﻣﻲ اﻧﺪازه
 ﺷـﺪﻧﺪ و ﺑـﻪ ﺎي ﻣﺴﺘﻌﺪ و ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﻣﺨﻠـﻮط     ﺳﻠﻮﻟﻬ
 ﺳﭙﺲ ﻣﺨﻠﻮط واﻛﻨﺶ ﻧﺪ، دﻗﻴﻘﻪ ﺑﺮ روي ﻳﺦ اﻧﻜﻮﺑﻪ ﺷﺪ03ﻣﺪت 
ﮔﺮاد ﺣﺮارت داده ﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ  درﺟ 24  دﻣﺎي ﻗﻴﻘﻪ در  د 1/5ﺑﻪ ﻣﺪت 
 دﻗﻴﻘـﻪ ﺑـﺮ روي ﻳـﺦ ﮔﺬاﺷـﺘﻪ ﺷـﺪ و در 3 ﺑـﻪ ﻣـﺪت ﺷﺪ و ﺑﻌﺪ 
 و laG-X ﺣـﺎوي ragA.BLﻫـﺎ ﺑـﺮ روي ﭘﻠﻴـﺖ ﻧﻬﺎﻳﺖ ﺑـﺎﻛﺘﺮي 
ﻫﺎي ﺳﻔﻴﺪ و آﺑﻲ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده  ﻛﻠﻮﻧﻲ( 22).ﻛﺸﺖ داده ﺷﺪﻧﺪ  GTPI
از روش ﻛﻠﻮﻧﻲ ﻛﺎﻧﺖ و ﺑﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از دﺳـﺘﮕﺎه ﻛﻠـﻮﻧﻲ ﻛـﺎﻧﺘﺮ، 
 ﺷـ ــﺪﻧﺪ و ﺑـ ــﺮاي ارزﻳـ ــﺎﺑﻲ، از ﺗـ ــﺴﺖ آﻣـ ــﺎري ﺷـ ــﻤﺎرش
  .  اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪyntihwnnaM
ﻫﺎي ﺣـﺎوي ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ از     ﺑﺮاي ﻏﺮﺑﺎل ﻛﺮدن ﻛﻠﻮن 
 و laG-X ﺣـﺎوي ragA BLﻫﺎي ﺳﻔﻴﺪ ﻛﻪ ﺑﺮ روي ﭘﻠﻴﺖ  ﻛﻠﻮﻧﻲ
 ﺳـﭙﺲ ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ (22و 12). رﺷﺪ ﻛﺮده ﺑﻮدﻧﺪ، اﺳﺘﻔﺎده ﺷـﺪ GTPI
ﻗﻠﻴـﺎﻳﻲ اﺳـﺘﺨﺮاج ﻫﺎ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از روش ﻟﻴـﺰ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺎﻛﺘﺮي 
  (22و 12).ﮔﺮدﻳﺪ
در ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ، ﺑـﺮ  1GAS    ﺑﺮاي ﺗﺄﻳﻴـﺪ وﺟـﻮد ژن 
ﺑـﺎ ﻫﺎي ﺳـﻔﻴﺪ، روي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺷﺪه از ﻛﻠﻮﻧﻲ 
اﻧﺠــﺎم ﺷــﺪ و  RCP اﺳــﺘﻔﺎده از ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫــﺎي اﺧﺘــﺼﺎﺻﻲ،
ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ از ﺳـﺎﻳﺮ ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪﻫﺎ، ﺟـﺪا و 
، از 1GASاي ﺗﺄﻳﻴـﺪ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨـﮓ ژن ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﺑﺮ . اﻧﺘﺨﺎب ﮔﺮدﻳﺪﻧﺪ 
.  ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪي اﺳـﺘﻔﺎده ﺷـﺪ ANDروش ﺑﺮش آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺑﺮ روي 
 ﺑﺮاﺑـﺮ 01)01× ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از ﺑﺎﻓﺮ 3ﻣﻘﺪار ﺑﺮاي اﻧﺠﺎم واﻛﻨﺶ، 
  ﻫﻤﻜﺎران و ﻛﺎﻣﻲ ﺣﺴﻴﻨﻴﺎن ﺧﺴﺮوﺷﺎﻫﻲ                                           ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎﮔﻮﻧﺪي ( 1GAS)1ژن ﺳﻄﺤﻲ  ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ژن ﺑﻴﺎن ﻛﻨﻨﺪه آﻧﺘﻲ
67    5831ﺴﺘﺎن زﻣ/ 35ﺷﻤﺎره / ﺰدﻫﻢﺳﻴدوره                                                        ﻣﺠﻠﻪ داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ اﻳﺮان                            
 1و [ dimsalP(AND)] ﻣﻴﻜﺮوﮔ ــﺮم از ﭘﻼﺳ ــﻤﻴﺪ 1-3، (ﻏﻠ ــﻴﻆ
 ﻣﺨﻠـﻮط ﮔﺮدﻳﺪﻧـﺪ و ﺑـﺎ آب ﻣﻘﻄـﺮ ﺑـﻪ IH maBواﺣﺪ از آﻧﺰﻳﻢ 
ه ﺷﺪ و ﭘﺲ از ﻣﺨﻠـﻮط ﻛـﺮدن، ﺑـﻪ  ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ رﺳﺎﻧﺪ 03ﺣﺠﻢ 
ﮔـﺮاد  درﺟـﻪ ﺳـﺎﻧﺘﻲ 73 ﺳﺎﻋﺖ ﻳﺎ ﻳﻚ ﺷﺐ در دﻣﺎي 1-2ﻣﺪت 
 ﺗﻜﻨﻴﻚ ﺑﺮش آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺟﻬـﺖ ﺑﺮرﺳـﻲ وﺟـﻮد (22و 12).اﻧﻜﻮﺑﻪ ﺷﺪ 
ﺑﺮاي ﺑـﺮش .  ﺧﺎرﺟﻲ در ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ، ﺑﻜﺎر ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪ ANDﻗﻄﻌﻪ 
 IH maBآﻧﺰﻳﻤـﻲ، در اﻳـﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌـﻪ، از آﻧـﺰﻳﻢ ﺑـﺮش دﻫﻨـﺪه 
ﻫـﺎي ﺑـﺮش آﻧـﺰﻳﻢ ﺑـﺮ روي اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ ﻛﻪ ﺑﺮاﺳـﺎس ﺟﺎﻳﮕـﺎه 
ﺗـﻮان ﻗﻄﻌـﺎت ﺣﺎﺻـﻠﻪ از ﻫـﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤـﻲ را  ﺣﺎﻣﻞ، ﻣـﻲ AND
 AND ﭘﻼﺳﻤﻴﺪي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﻫﻤﺰﻣـﺎن ﺑـﺎ AND. ﺑﻴﻨﻲ ﻧﻤﻮد  ﭘﻴﺶ
 ﺳـﭙﺲ ، ﺗﻮﺳﻂ آﻧـﺰﻳﻢ ﺑـﺮش داده ﺷـﺪ ،(ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﺷﺎﻫﺪ )ﺣﺎﻣﻞ
ﻫﺎي ﺑﺮش ﻳﺎﻓﺘـﻪ ﻫﻤـﺮاه ﺑـﺎ ﻳـﻚ ﻧـﺸﺎﻧﮕﺮ وزن ﻣﻮﻟﻜـﻮﻟﻲ  ﻧﻤﻮﻧﻪ
  .اده ﺷﺪﻧﺪاﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﮔﺮدﻳﺪﻧﺪ و ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳﻲ ﻗﺮار د
 ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘ ــﺮ ﺑ ــﺎﻓﺮ 3 ،ﻚ ﻟﻮﻟ ــﻪ ﻣﻴﻜﺮوﻓﻴ ــﻮژ اﺳ ــﺘﺮﻳﻞ ـ ـــ    در ﻳ
 ﭘﻼﺳﻤﻴﺪي و ﻳـﻚ AND ﻣﻴﻜﺮوﮔﺮم 1-3، ( ﺑﺮاﺑﺮ ﻏﻠﻴﻆ 01)01×
ﻣﺨﻠﻮط واﻛﻨﺶ، .  اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪIH maBواﺣﺪ آﻧﺰﻳﻢ ﺑﺮش دﻫﻨﺪه 
 ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘـﺮ رﺳـﺎﻧﺪه ﺷـﺪ و ﭘـﺲ از 03ﺑﺎ آب ﻣﻘﻄﺮ ﺑـﻪ ﺣﺠـﻢ 
 73ي  ﺳﺎﻋﺖ ﻳﺎ ﻳـﻚ ﺷـﺐ در دﻣـﺎ 1-2ﻣﺨﻠﻮط ﻛﺮدن، ﺑﻪ ﻣﺪت 
  .ﮔﺮاد اﻧﻜﻮﺑﻪ ﺷﺪ درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ
  
  ﻫﺎ ﻳﺎﻓﺘﻪ
 02-03 روز از ﺗﺰرﻳـﻖ ﻣـﺎﻳﻊ ﺻـﻔﺎﻗﻲ ﺣـﺎوي 3-4    ﺑﻌـﺪ از 
 ﺗﻮﻛـﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ ﺑـﻪ ﻣﻮﺷـﻬﺎ، از ﻣـﺎﻳﻊ HRزوﺋﻴـﺖ ﺳـﻮش  ﺗﺎﻛﻲ
  .ﺻﻔﺎﻗﻲ ﻣﻮﺷﻬﺎ ﺑﺮاي ﺑﺪﺳﺖ آوردن اﻧﮕﻞ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ
 اﻧﮕﻠ ــﻲ ﺑ ــﺎ اﺳ ــﺘﻔﺎده از روش ﻓﻨ ــﻞ AND    در اﻳ ــﻦ ﻣﺮﺣﻠ ــﻪ، 
روي ژل ﻣ ــﺸﺎﻫﺪه ﺷــﺪ و ﺑ ــﺮاي ﻛﻠﺮوﻓ ــﺮم اﺳــﺘﺨﺮاج ﺷــﺪ و 
 082 و 062اﻃﻤﻴﻨﺎن، در اﺳـﭙﻜﺘﺮوﻓﺘﻮﻣﺘﺮي در دو ﻃـﻮل ﻣـﻮج 
 062ﮔﻴﺮي ﺷﺪ ﻛﻪ ﻧـﺴﺒﺖ ﺟـﺬب در ﻃـﻮل ﻣـﻮج ﻧﺎﻧﻮﻣﺘﺮ اﻧﺪازه 
 اﻳـﻦ . ﺑـﻮد 1/9 ﻧـﺎﻧﻮﻣﺘﺮ، 082 ﻃـﻮل ﻣـﻮج ﻧﺎﻧﻮﻣﺘﺮ ﺑﻪ ﺟﺬب در 
ﺗـﻮان ﺑـﺮاي   ﺗﻠﺨﻴﺺ ﺷﺪه ﻣﻲANDﻧﺴﺒﺖ ﻧﺸﺎن داد ﻛﻪ از اﻳﻦ 
  . داداﻣﻪ ﻣﺮاﺣﻞ ﺗﺤﻘﻴﻖ اﺳﺘﻔﺎده ﻛﺮ
 ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از ،ﺳـﺎزي ﺷـﺪه ﺑـﻮد  ﻛﻪ ﺧـﺎﻟﺺ AND    ﻧﻤﻮﻧﻪ 
، RCP ﺑــﺎﻓﺮ واﻛــﻨﺶ ،1GASﭘﺮاﻳﻤﺮﻫــﺎي اﺧﺘــﺼﺎﺻﻲ، ژن 
 ﺷـ ــﺪ و RCP، esaremyloP AND qaTو  2lcgM، PTNd
 روي 001pbﻛﺮ وزن ﻣﻮﻟﻜـﻮﻟﻲ ر ﺑﻪ ﻫﻤـﺮاه ﻣـﺎ RCP ﻣﺤﺼﻮل
 ﺑﺮرﺳـﻲ RCP اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﮔﺮدﻳـﺪ ﺗـﺎ ﻣﺤـﺼﻮل % 1ﺎرز ژل آﮔ 
ﮔـﺮدد،  ﻣـﺸﺎﻫﺪه ﻣـﻲ 1ر ﺷﻜﻞ ﺷـﻤﺎره ﻃﻮري ﻛﻪ د  ﻫﻤﺎن. ﮔﺮدد
 ﻇـﺎﻫﺮ ﺷـﺪ ﻛـﻪ ﺑـﺎ 069pb ﺑﻪ ﺻﻮرت ﻳﻚ ﺑﺎﻧﺪ RCPﻣﺤﺼﻮل 



















 1GAS ژن RCPاﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻣﺤﺼﻮل  -1ﺷﻜﻞ ﺷﻤﺎره 
ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره %. )1 ﺑﺮ روي ژل آﮔﺎرز HRﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎﮔﻮﻧﺪي ﺳﻮﻳﻪ 
ﻠﻴﺺ ﺷﺪه ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ ﮔﻮﻧﺪي  ﺗﺨAND ﺑﺮ روي RCPﻣﺤﺼﻮل (. ﻳﻚ
ﺳﺘﻮن .) ﻃﻮل دارد069pbﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ  ﺑﺎ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ژن ﻣﻲ
  (ﻓﺮﻣﻨﺘﺎس)001pbﻣﺎرﻛﺮ وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ ( ﺷﻤﺎره دو
  
از روي ژل ﺑﺎ اﺳـﺘﻔﺎده  RCP اﺑﺘﺪا ﻣﺤﺼﻮل ،    ﺑﺮاي ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ 
ﺳﭙﺲ .  اﺳﺘﺨﺮاج ﮔﺮدﻳﺪtik noitcartxe AND leg esoragA از
ﻛﻠـﻮن  R75ZTPون ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ  در ، ﺧﺎﻟﺺ ﺷﺪه RCPﻣﺤﺼﻮل 
 ،ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪه ﺑﻪ داﺧﻞ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻣﺴﺘﻌﺪ  noitagiLﻣﺤﺼﻮل . ﮔﺮدﻳﺪ
 آﮔﺎر ﺣـﺎوي  BLﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم ﮔﺮدﻳﺪ و ﻳﻚ ﺷﺐ در روي ﻣﺤﻴﻂ 
ﺳـﻴﻠﻴﻦ ﻛـﺸﺖ داده ﺷـﺪ، ﻛـﻪ ﻧﺘﻴﺠـﻪ اﻳـﻦ و آﻣﭙﻲ  lagX، GTPI
  ﻫﻤﻜﺎران و ﻛﺎﻣﻲ ﺣﺴﻴﻨﻴﺎن ﺧﺴﺮوﺷﺎﻫﻲ                                           ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎﮔﻮﻧﺪي ( 1GAS)1ژن ﺳﻄﺤﻲ  ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ژن ﺑﻴﺎن ﻛﻨﻨﺪه آﻧﺘﻲ
77ﻣﺠﻠﻪ داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ اﻳﺮان                                                                                                 5831 ﻣﺴﺘﺎنز/ 35ﺷﻤﺎره / ﺰدﻫﻢﺳﻴدوره 
ﻫﺎي ﺳﻔﻴﺪ و آﺑﻲ در ﻣﺤﻴﻂ ﻣـﺬﻛﻮر ﺑـﻮد و ﻣﺮﺣﻠﻪ، رﺷﺪ ﻛﻠﻮﻧﻲ 
ﻫﺎي ﺗﺮ از ﺗﻌﺪاد ﻛﻠﻮﻧﻲ  ﺑﻴﺶ 1GTﻫﺎي ﺳﻔﻴﺪ ﺳﻮﻳﻪ ﺗﻌﺪاد ﻛﻠﻮﻧﻲ 
ﺑﻮد ﻛﻪ ﻃﺒﻖ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت اﻧﺠﺎم ﺷﺪه و ﺗﺴﺖ آﻣﺎري  α5HDﺳﻮﻳﻪ 
ﭘﺬﻳﺮﻧـﺪﮔﻲ  1GTﻣـﺸﺨﺺ ﮔﺮدﻳـﺪ ﻛـﻪ ﺳـﻮﻳﻪ ، yntihwnnaM
ﻫـﺎي  ﻔـﺎوت رﺷـﺪ ﻛﻠـﻮﻧﻲﺗ. دارد α5HDﺗـﺮي از ﺳـﻮش  ﺑـﻴﺶ
ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از ﻣﺤﺎﺳـﺒﻪ  α5HD  و 1GTﻬﺎي ﺣﺎﺻﻠﻪ از ﺳﻮﺷ ـ
  :ﺪﺑﺎﺷ اﻧﺤﺮاف ﻣﻌﻴﺎر ﺑﺪﻳﻦ ﺗﺮﺗﻴﺐ ﻣﻲﻣﻴﺎﻧﮕﻴﻦ و 
، 202/5ﻫـﺎي ﺳـﻔﻴﺪ،  ، ﻣﻴـﺎﻧﮕﻴﻦ ﻛﻠـﻮﻧﻲ1GT    ﺑـﺮاي ﺳـﻮش 
ﺑﺎﺷﺪ و  ﻣﻲ 2ﻫﺎي آﺑﻲ  و ﻣﻴﺎﻧﮕﻴﻦ ﻛﻠﻮﻧﻲ 73/74اﻧﺤﺮاف ﻣﻌﻴﺎر، 
، اﻧﺤـﺮاف 35ﻫـﺎي ﺳـﻔﻴﺪ، ، ﻣﻴﺎﻧﮕﻴﻦ ﻛﻠﻮﻧﻲ α5HDﺑﺮاي ﺳﻮش 
ﻃﺒـﻖ . ﺑﺎﺷـﺪ ﻫﺎي آﺑﻲ، ﺻﻔﺮ ﻣـﻲ  و ﻣﻴﺎﻧﮕﻴﻦ ﻛﻠﻮﻧﻲ 4/42ﻣﻌﻴﺎر، 
داري ﻨـﻲ ، ﺗﻔـﺎوت ﻣﻌ <p0/50 و ﺑﺎ yntihwnnaMﻧﺘﺎﻳﺞ آﻣﺎري 
ﺑﻴﻦ اﻳﻦ دو ﺳﻮش از ﻧﻈﺮ ﭘﺬﻳﺮﻧﺪﮔﻲ ﺑـﺮاي ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ 
  .وﺟﻮد دارد
ﻫـﺎي ﺳـﻔﻴﺪ، از     ﺑﺮاي ﺗﺨﻠﻴﺺ ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ از ﻛﻠـﻮﻧﻲ 
ﺑﺮاي ﺑﺮرﺳﻲ ﻣﺤﺼﻮل ﺗﺨﻠـﻴﺺ . روش ﻟﻴﺰ ﻗﻠﻴﺎﻳﻲ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ 
ﺣﺎﺻﻞ از اﺳﺘﺨﺮاج ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑـﺮ روي ژل آﮔـﺎرز  ANDﺷﺪه، 
 2ر ﺷـﻜﻞ ﺷـﻤﺎره ﻫﻤـﺎن ﻃـﻮر ﻛـﻪ د. اﻟﻜﺘﺮوﻓـﻮرز ﺷـﺪ% 0/8
ﻫـﺎي ﮔﺮدد، ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎي اﺳﺘﺨﺮاج ﺷـﺪه از ﻛﻠـﻮﻧﻲ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻣﻲ 
ﺑﻮدﻧﺪ، وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ ﺑﺎﻻﺗﺮي از  1GASﺳﻔﻴﺪ ﻛﻪ ﺣﺎوي ﻗﻄﻌﻪ 
ﻫـﺎي آﺑـﻲ ﻛـﻪ ﻗﻄﻌـﻪ  ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪﻫﺎي اﺳـﺘﺨﺮاج ﺷـﺪه از ﻛﻠـﻮﻧﻲ
  .در آﻧﻬﺎ ﻛﻠﻮن ﻧﺸﺪه ﺑﻮد، داﺷﺘﻨﺪ 1GAS
    ﺑـﺎ ﺗﻮﺟـﻪ ﺑـﻪ اﻳﻨﻜـﻪ ﻫـﺪف اﺻـﻠﻲ اﻳـﻦ ﺗﺤﻘﻴـﻖ، ﻛﻠﻮﻧﻴﻨـﮓ و 
ﻫـﺎي   اﺳـﺖ، در اﻳـﻦ ﻣﺮﺣﻠـﻪ از ﺑـﺎﻛﺘﺮي1GAS ﻬـﺪاري ژنﻧﮕ
ﺣﺎوي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ، ﭘﺎﺳﺎژﻫﺎي ﻣﻜﺮر داده ﺷـﺪ و در ﻫـﺮ 
 ﺑـﺎر 6-7ﭘـﺲ از . ﻣﺮﺣﻠﻪ، ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ ﺗﺨﻠـﻴﺺ ﮔﺮدﻳـﺪ 
، α5HDو  1GTﻫـﺎي ﻫـﺮ دو ﺳـﻮش ﭘﺎﺳﺎژ ﻣﻜـﺮر از ﺑـﺎﻛﺘﺮي 
 ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ ﺑﻮدﻧـﺪ ﻛـﻪ ﻧـﺸﺎن ﻫﺎ ﺣـﺎوي ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﻫﻨﻮز ﺑﺎﻛﺘﺮي 
  .ﺑﺎﺷﺪ  ﻣﻲR75ZTP در ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ 1GASري ژن دﻫﻨﺪه ﭘﺎﻳﺪا
    در اﻳــﻦ ﻣﺮﺣﻠــﻪ، ﭘﻼﺳــﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴــﺐ ﺗﺨﻠــﻴﺺ ﺷــﺪه از 
ﻫـﺎي ﺳـﻔﻴﺪ، ﺑـﺎ ﻛﻤـﻚ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫـﺎي اﺧﺘـﺼﺎﺻﻲ ﻗﻄﻌـﻪ  ﻛﻠـﻮﻧﻲ
ﺑــﺮ روي ژل  RCP ﮔﺮدﻳــﺪ، ﺳــﭙﺲ ﻣﺤــﺼﻮل RCP، 1GAS
 (ﺑـﺎز  ﻛﻴﻠﻮ ﺟﻔـﺖ 1)1pbk آﮔﺎرز ﻫﻤﺮاه ﺑﺎ ﻣﺎرﻛﺮ وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ 
 روي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ ﺑﺮ RCPﻣﺤﺼﻮل . اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﮔﺮدﻳﺪ 
ﻫـﺎي ﺳـﻔﻴﺪ ﺑـﺎ ﺗﻮﺟـﻪ ﺑـﻪ ﻣـﺎرﻛﺮ وزن ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺷﺪه از ﻛﻠـﻮﻧﻲ 
 ﺑــﻮد ﻛــﻪ 069pbﻣﻮﻟﻜــﻮﻟﻲ، داراي وزن ﻣﻮﻟﻜــﻮﻟﻲ ﺣــﺪود 



















 ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺣﺎوي ژن ANDاﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز  -2ﺷﻜﻞ ﺷﻤﺎره 
ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ( 1-3ﺳﺘﻮﻧﻬﺎي ﺷﻤﺎره %.)0/8ﺎرز  ﺑﺮ روي ژل آﮔ1GAS
 AND (4ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره (.)ﻮﻧﻲ ﺳﻔﻴﺪ رﻧﮓﻛﻠ)1AGSﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺣﺎوي ژن 
  (ﻧﻲ آﺑﻲ رﻧﮓﻮﻛﻠ)1GASﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑﺪون ﻗﻄﻌﻪ 
  
از روش ﺑـﺮش آﻧﺰﻳﻤـﻲ ﻧﻴـﺰ ، 1GASﻳﻴـﺪ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨـﮓ     ﺑﺮاي ﺗﺄ 
 ﻣـﺸﺎﻫﺪه 3ﻫﻤـﺎن ﻃـﻮر ﻛـﻪ در ﺷـﻜﻞ ﺷـﻤﺎره . اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳﺪ 
ﺄﺛﻴﺮ آﻧـﺰﻳﻢ ﺑـﺮ ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﺗﺨﻠـﻴﺺ ﮔﺮدد، ﻧﺘﻴﺠﻪ ﺣﺎﺻﻞ از ﺗ ـ ﻣﻲ
.  ﺑـﻮد 6882pbاي ﺑـﻪ وزن ﻣﻮﻟﻜـﻮﻟﻲ ﺷﺪه از ﻛﻠﻮﻧﻲ آﺑﻲ، ﻗﻄﻌﻪ 
در ﺣﺎﻟﻲ ﻛﻪ ﻧﺘﻴﺠﻪ ﺣﺎﺻﻞ از ﺗﺄﺛﻴﺮ آﻧﺰﻳﻢ ﺑﺮ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺗﺨﻠـﻴﺺ 
ﻳﻜـﻲ ﺑـﻪ وزن ﻣﻮﻟﻜـﻮﻟﻲ : ﺷﺪه از ﻛﻠﻮﻧﻲ ﺳﻔﻴﺪ، دو ﻗﻄﻌـﻪ ﺑـﻮد 
ﻛـﻪ ﺑﺮاﺳـﺎس ، 468pb و دﻳﮕـﺮي ﺑـﻪ وزن ﻣﻮﻟﻜـﻮﻟﻲ 2892pb
 ANDي ﺑـﺮش آﻧﺰﻳﻤـﻲ ﺑـﺮ روي ﻫـﺎ ﻧﻘﺸﻪ آﻧﺰﻳﻤـﻲ و ﺟﺎﻳﮕـﺎه 
 را 1GAS، ﻧﺘﺎﻳﺞ ﺣﺎﺻـﻠﻪ، وﺟـﻮد ژن 1GASﭘﻼﺳﻤﻴﺪي و ژن 
  ﻫﻤﻜﺎران و ﻛﺎﻣﻲ ﺣﺴﻴﻨﻴﺎن ﺧﺴﺮوﺷﺎﻫﻲ                                           ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎﮔﻮﻧﺪي ( 1GAS)1ژن ﺳﻄﺤﻲ  ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ژن ﺑﻴﺎن ﻛﻨﻨﺪه آﻧﺘﻲ
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 ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ANDاﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻣﺤﺼﻮل ﺑﺮش آﻧﺰﻳﻤﻲ  -3ﺷﻜﻞ ﺷﻤﺎره 
 (1ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره .)%1 ﺑﺮ روي ژل آﮔﺎرز 1GASﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺣﺎوي ژن 
 ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ AND (2ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره .)ﻳﺪه ﻧﺸﺪه ﺑﺮR75ZTP ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ AND
 ﻃﻮل 6882pb ﺑﺮﻳﺪه ﺷﺪه اﺳﺖ و IH maB ﻛﻪ ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ R75ZTP
 ﺑﺮﻳﺪه 1GAS ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺣﺎوي ژن AND (3ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره .)دارد
 IH maB ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﻛﻪ ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ AND (4ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره .)ﻧﺸﺪه
ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره ).ﺑﺎﺷﺪ  ﻣﻲ468pb و  2892pbﺑﺮﻳﺪه ﺷﺪه و ﺷﺎﻣﻞ دو ﻗﻄﻌﻪ 
  (ﻓﺮﻣﻨﺘﺎس)001pbﻟﻜﻮﻟﻲ ﻮﻣﺎرﻛﺮ وزن ﻣ( 5
  ﺑﺤﺚ
    ﺗﻮﻛـﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎﮔﻮﻧﺪي ﻋﺎﻣـﻞ ﺑﻴﻤـﺎري ﺗﻮﻛـﺴﻮﭘﻼﺳﻤﻮزﻳﺲ 
ﻫـﺎي ﺗﺮﻳﻦ ﻋﻔﻮﻧﺖ ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ ﮔﺴﺘﺮش ﺟﻬﺎﻧﻲ دارد و از ﺷﺎﻳﻊ  ﻣﻲ
ﺷـﻮد ﻛـﻪ ﺑﺎﺷـﺪ و ﺗﺨﻤـﻴﻦ زده ﻣـﻲ اﻧﮕﻠﻲ ﺑـﺸﺮ در ﺟﻬـﺎن ﻣـﻲ 
 005ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﻮزﻳﺲ ﺑﻪ ﺷﻜﻞ ﺑـﺪون ﻋﻼﻣـﺖ و ﻣـﺰﻣﻦ در 
ﺎ ﻳﻚ ﺑﻴﻠﻴﻮن ﻧﻔﺮ از ﺟﻤﻌﻴﺖ اﻧـﺴﺎﻧﻲ در ﺟﻬـﺎن وﺟـﻮد ﻣﻴﻠﻴﻮن ﺗ 
  (51).داﺷﺘﻪ ﺑﺎﺷﺪ
    ﺗﻮﻛ ــﺴﻮﭘﻼﺳﻤﻮزﻳﺲ اﺛ ــﺮات ﻣﺘﻔ ــﺎوﺗﻲ در ﻣﻴﺰﺑ ــﺎن اﻳﺠ ــﺎد 
ﻛﻨﺪ، در اﻓﺮاد دﭼﺎر ﺿﻌﻒ ﺳﻴﺴﺘﻢ اﻳﻤﻨﻲ ﻣﺜﻞ اﻓﺮاد ﻣﺒﺘﻼ ﺑﻪ  ﻣﻲ
ﻫـﺎي ﭘﻴﻮﻧـﺪ ﻋـﻀﻮ و ﺑﻴﻤـﺎران ﺳـﺮﻃﺎﻧﻲ، ﺑﺎﻋـﺚ اﻳـﺪز، ﮔﻴﺮﻧـﺪه 
ﺎري، ﺑـﺎ ﺑﻴﻤـ. ﺷـﻮدﻫـﺎي ﺷـﺪﻳﺪ و ﻣـﺮگ و ﻣﻴـﺮ ﻣـﻲ  ﺑﻴﻤـﺎري
ﻛﻮرﻳﻮرﺗﻴﻨﻴﺖ، ﻛﻮري، ﺗﻮرم ﻏﺪد ﻟﻨﻔﺎوي، آﻧﺴﻔﺎﻟﻴﺖ و ﻳﺎ ﻣـﺮگ 
   (41).ﻫﻤﺮاه اﺳﺖ
    درﻣﺎن اﻳـﻦ ﺑﻴﻤـﺎري ﺑـﻪ ﺧـﺎﻃﺮ اﺛـﺮات ﺳـﻤﻲ داروﻫـﺎي در 
. اﻓﺘـﺪ دﺳﺘﺮس، ﻣﺸﻜﻞ اﺳﺖ و ﻋﻔﻮﻧﺖ ﻣﺠﺪد ﺑﺴﺮﻋﺖ اﺗﻔﺎق ﻣـﻲ 
ﺗﺤﺖ ﺷﺮاﻳﻂ ﺣﺎﺿﺮ، اﻳﺠﺎد و ﮔـﺴﺘﺮش داروﻫـﺎي ﺟﺪﻳـﺪ ﺿـﺪ 
 ﺑﺴﻴﺎر ﻣﻨﺎﺳﺒﻲ ﺧﻮاﻫـﺪ ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎ ﻳﺎ ﻳﻚ واﻛﺴﻦ، ﺟﺎﻳﮕﺰﻳﻦ 
  (4).ﺑﻮد
    در ﺳﺎﻟﻬﺎي اﺧﻴﺮ ﭘﻴﺸﺮﻓﺖ ﭼﺸﻤﮕﻴﺮي در زﻣﻴﻨـﻪ ﺷﻨﺎﺳـﺎﻳﻲ 
ﻨـﺪ ﭘﺎﺳـﺦ اﻳﻤﻨـﻲ ﻣﺤـﺎﻓﻈﺘﻲ اﻟﻘـﺎ ﻧﺗﻮاﻛﺎﻧﺪﻳﺪﻫﺎي واﻛﺴﻦ ﻛﻪ ﻣﻲ 
ﺗـﺮ اﻳـﻦ ﻛﺎرﻫـﺎ ﺑـﺮ روي  ﺑـﻴﺶ. ﻛﻨﻨـﺪ، ﺻـﻮرت ﮔﺮﻓﺘـﻪ اﺳـﺖ 
  .زوﺋﻴﺖ ﻣﺘﻤﺮﻛﺰ ﺷﺪه اﺳﺖ ﻫﺎي ﺳﻄﺤﻲ ﺗﺎﻛﻲ ژن آﻧﺘﻲ
د، ﺑـﻪ اﻳـﻦ دﻟﻴـﻞ ﻛـﻪ ، ﻳﻚ ﻧﻘﺶ ﻣﻬـﻢ ﺑﻴﻮﻟـﻮژﻳﻜﻲ دار 1GAS    
 iidnog.Tزوﺋﻴ ــﺖ ﺗ ــﺮﻳﻦ ﺳــﺎﺧﺘﺎر ﺗ ــﺎﻛﻲ  ، اﻳﻤﻮﻧﻮژﻧﻴ ــﻚ1GAS
ژن در ﺳـﺮم اﻓـﺮاد آﻟـﻮده در  ﭘﺎﺳﺦ ﺑﻪ اﻳﻦ آﻧﺘـﻲ (01و 9، 5).اﺳﺖ
ﻫﺎي ﻣﺎدرزادي، ﺣـﺎد و ﻣـﺰﻣﻦ دﻳـﺪه ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ ﻋﻔﻮﻧﺖ  ﺣﺎﻟﺖ
ﻫـﺎﻳﻲ اﺳـﺖ ﻛـﻪ ﺑـﻪ  ژن ﻳﻜﻲ از اوﻟﻴﻦ آﻧﺘﻲ 1GAS و (7)ﺷﻮد ﻣﻲ
( 42).ﺷـﻮد  ﺷﻨﺎﺳـﺎﻳﻲ ﻣـﻲ  در ﻣﺮﺣﻠـﻪ ﺣـﺎد ﻋﻔﻮﻧـﺖ MgIوﺳﻴﻠﻪ 
ﺺ و ﺑـﺮاي ﺗﻬﻴـﻪ  ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻳﻚ ﻋﺎﻣﻞ ﺗﺸﺨﻴ 1GASﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ از 
ﺎري ﺮ واﺣـــﺪي ﻋﻠﻴـــﻪ ﺑﻴﻤـــﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـــﺐ و زﻳـــــواﻛـــﺴ
ﺲ اﺳ ــﺘﻔﺎده ﺷ ــﺪه و ﻣ ــﻮرد ﺗﻮﺟ ــﻪ ﺑ ــﻮده ـﺗﻮﻛ ــﺴﻮﭘﻼﺳﻤﻮزﻳ
  (11-61و 4).اﺳﺖ
    ﺑﻪ ﻫﻤﻴﻦ ﻋﻠﺖ در اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ ﭘـﺲ از اﺳـﺘﺨﺮاج ژﻧـﻮم اﻧﮕـﻞ، 
ﺮ ﺷﺪه و ﺟﻬﺖ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ،  ﺗﻜﺜﻴ RCP ﺑﻪ روش 1GASﻗﻄﻌﻪ ژﻧﻲ 
ﻗـﺮار داده  R75ZTP در ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ RCPﻗﻄﻌﻪ ژﻧﻲ ﺣﺎﺻـﻞ از 
  .ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم ﮔﺮدﻳﺪ iloc-Eﺷﺪ و در ﻧﻬﺎﻳﺖ ﺑﻪ داﺧﻞ ﺑﺎﻛﺘﺮي 
 ژن ﻛـﺪ ﻛﻨﻨـﺪه 8991 و ﻫﻤﻜﺎران در ﺳـﺎل gruB    اوﻟﻴﻦ ﺑﺎر، 
 ﺗﻮﻛ ــﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎﮔﻮﻧﺪي را از ﻧﻈ ــﺮ ﻣﻮﻟﻜ ــﻮﻟﻲ ﺑﺮرﺳ ــﻲ 1GAS
ﺗﻮاﻟﻲ ﻛﺎﻣـﻞ ژن ﻛـﺪ ﻛﻨﻨـﺪه اﻳﻦ ﻣﺤﻘﻘﻴﻦ ﺑﺮاي اوﻟﻴﻦ ﺑﺎر . ﻛﺮدﻧﺪ
  (7).آن را ﺑﻴﺎن ﻛﺮد ANDC را ﻛﻠﻮن ﻛﺮدﻧﺪ و ﻛﻠﻮن 1GAS
 1GAS ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ 8991و ﻫﻤﻜﺎران ﻧﻴـﺰ در ﺳـﺎل  nesreteP    
ﺑـﻪ ﻫﻤـﺮاه آﻟـﻮم ﺑـﻪ ﻋﻨـﻮان  iloc-Eﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ ﺗﻮﻟﻴـﺪ ﺷـﺪه در 
  ﻫﻤﻜﺎران و ﻛﺎﻣﻲ ﺣﺴﻴﻨﻴﺎن ﺧﺴﺮوﺷﺎﻫﻲ                                           ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼﺳﻤﺎﮔﻮﻧﺪي ( 1GAS)1ژن ﺳﻄﺤﻲ  ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ژن ﺑﻴﺎن ﻛﻨﻨﺪه آﻧﺘﻲ
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 اﺳــﺘﻔﺎده IRMNزداﻳــﻲ در ﻣــﻮش  ﺖ اﻳﻤﻨــﻲادﺟﻮﻧــﺖ ﺟﻬـ ـ
ﺳﻤﺎﮔﻮﻧﺪي در ﻣﻮش در ﻫﻤﻴﻦ راﺳﺘﺎ اﻧﮕﻞ ﺗﻮﻛﺴﻮﭘﻼ  (52).ﻛﺮدﻧﺪ
، ﺑﺮاﺳـﺎس ﻣﻄﺎﻟﻌـﺎت ANDﺑﺮاي ﺗﺨﻠﻴﺺ . ﻣﺎده ﺗﻜﺜﻴﺮ داده ﺷﺪ 
ﻟﻴﺘـﺮ ﮔﺮم در ﻣﻴﻠﻲ  ﻣﻴﻠﻲ 02 ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ Kاﻧﺠﺎم ﺷﺪه از ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﺎز 
 ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘـﺮ اﺳـﺘﻔﺎده ﺷـﺪ ﻛـﻪ ﺑـﺎ ﻧﺘﻴﺠـﻪ ﭘـﮋوﻫﺶ 01ﺑﻪ ﻣﻘﺪار 
 اﻧﺠﺎم ﺷـﺪ، 2002و ﻫﻤﻜﺎران ﻛﻪ در ﺳﺎل  lakaM، awakihsiN
   (91).ﻣﻄﺎﺑﻘﺖ داﺷﺖ
 (62). اﺳـﺘﻔﺎده ﺷـﺪ R75ZTPﺣﻠﻪ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ از ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ     در ﻣﺮ 
 1GASاز اﻳﻦ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺗﺎ ﺑـﻪ ﺣـﺎل ﺑـﺮاي ﻛﻠـﻮن ﻛـﺮدن ﻗﻄﻌـﻪ 
ﻃﺒﻖ ﻧﺘﺎﻳﺞ ﺣﺎﺻﻞ از اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴـﻖ ﻣـﺸﺨﺺ . اﺳﺘﻔﺎده ﻧﺸﺪه ﺑﻮد 
ﺑـﺴﻴﺎر  1GASﮔﺮدﻳﺪ ﻛﻪ اﻳﻦ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑﺮاي ﻛﻠﻮن ﻛﺮدن ﻗﻄﻌـﻪ 
  .ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻨﺎﺳﺐ ﻣﻲ
 ﺑﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از ژﻧﻬـﺎي ﻛـﺪ 5002    ﻣﻮﻟﻚ و ﻫﻤﻜﺎران در ﺳﺎل 
ﺎي ﺣﺴﺎس در ﻣﻮﺷﻬ % 57 ﺗﻮاﻧﺴﺘﻨﺪ ﺗﺎ 4ARG و 1GASﻛﻨﻨﺪه 
  (72).، ﻣﺤﺎﻓﻈﺖ اﻳﺠﺎد ﻛﻨﻨﺪ6/LB75C
 داده  ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﭼﻨﺪﻳﻦ ﺑـﺎر ﭘﺎﺳـﺎژ ﻫﺎي ﺣﺎوي      ﻛﻠﻮن
 ﺣﺎوي ﻗﻄﻌﻪ ﻣـﻮرد ،ﺷﺪﻧﺪ و ﻣﺸﺎﻫﺪه ﮔﺮدﻳﺪ ﻛﻪ ﻫﻨﻮز ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ 
دﻫﺪ اﻳـﻦ ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﻗـﺪرت ﻧﮕﻬـﺪاري  ﻧﺸﺎن ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ ﻧﻈﺮ ﻣﻲ 
  .ﻛﻨﺪ  را ﺑﻪ ﺧﻮﺑﻲ ﺣﻔﻆ ﻣﻲ1GASﺑﺎﻻﻳﻲ دارد و ژن 
 در ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ از 1GAS    ﺑﺮاي ﺗﺎﻳﻴﺪ وﺟﻮد ﻗﻄﻌﻪ ژن 
در اﻳـﻦ ﻣﺮﺣﻠـﻪ از آﻧـﺰﻳﻢ . ﺮش آﻧﺰﻳﻤﻲ اﺳـﺘﻔﺎده ﺷـﺪ ــروش ﺑ 
داراي دو ﺟﺎﻳﮕـﺎه  IH maBآﻧـﺰﻳﻢ .  اﺳـﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳـﺪ IH maB
ي ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ و دﻳﮕـﺮي ﺑـﺮ روي ﻗﻄﻌـﻪ ژن آﻧﺰﻳﻤﻲ ﻳﻜﻲ ﺑـﺮ رو 
  (62و 32).ﺑﺎﺷﺪ  ﻣﻲ1GAS
 ﺑـﺪون ﺑـﺮش ﺑـﺎ آﻧـﺰﻳﻢ ﺑﺮﺷـﮕﺮ 1GASﻲ ﻛـﻪ ژن     از آﻧﺠـﺎﻳ
 ﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ اﻳـﻦ ژن ﺑـﻪ ،اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ، در ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻛﻠﻮن ﺷﺪه ﺑﻮد 
  :دو ﺻﻮرت ﻣﻤﻜﻦ اﺳﺖ وارد ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺷﻮد
اي درون ﭘﻼﺳــﻤﻴﺪ  ﻪ ﮔﻮﻧ ـﻪـ ـــ ﺑ1GASﺖ اول، ژن ـ    در ﺣﺎﻟ ـ
در ، 1GAS ﺟﺎﻳﮕـﺎه ﺑـﺮش آﻧﺰﻳﻤـﻲ ﻣﻮﺟـﻮد در ﻗﺮار ﮔﻴﺮد ﻛـﻪ 
  .ﺮ روي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻗﺮار ﮔﻴﺮدـﻣﺠﺎورت ﺟﺎﻳﮕﺎه آﻧﺰﻳﻤﻲ ﻣﻮﺟﻮد ﺑ
اي درون ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﻗـﺮار ﺑﻪ ﮔﻮﻧﻪ  1GAS    در ﺣﺎﻟﺖ دوم، ژن 
دور از ، 1GASﮔﻴـﺮد ﻛـﻪ ﺟﺎﻳﮕـﺎه ﺑـﺮش آﻧﺰﻳﻤـﻲ ﻣﻮﺟـﻮد در 
  . ﺟﺎﻳﮕﺎه آﻧﺰﻳﻤﻲ ﻣﻮﺟﻮد ﺑﺮ روي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻗﺮار ﮔﻴﺮد
: ﻫﺎي ﻓﻮق ﻣﺘﻔـﺎوت اﺳـﺖ  از ﻫﺮ ﻛﺪام از ﺣﺎﻟﺖ    ﻧﺘﻴﺠﻪ ﺣﺎﺻﻠﻪ 
، دو ﻗﻄﻌـﻪ IH maBدر ﺣﺎﻟـﺖ اول، ﺑﻌـﺪ از اﺛـﺮ ﻛـﺮدن آﻧـﺰﻳﻢ 
 و ﻗﻄﻌـﻪ 69pbن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ زﻳﻚ ﻗﻄﻌﻪ ﺑﻪ و : ﺣﺎﺻﻞ ﺧﻮاﻫﺪ ﺷﺪ 
  (62و 22).0573pbدﻳﮕﺮ ﺑﺎ وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ 
، دو ﻗﻄﻌـﻪ IH maB    در ﺣﺎﻟﺖ دوم، ﺑﻌﺪ از اﺛﺮ ﻛﺮدن آﻧـﺰﻳﻢ 
 و 2892pb وزن ﻣﻮﻟﻜـﻮﻟﻲ ﻳـﻚ ﻗﻄﻌـﻪ ﺑـﺎ : ﺣﺎﺻﻞ ﺧﻮاﻫﺪ ﺷـﺪ 
  (62و 32).468pbﻗﻄﻌﻪ دﻳﮕﺮ ﺑﺎ وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ 
 اﻳـﻦ ﺗﺤﻘﻴـﻖ ﺗﺄﻳﻴـﺪي ﺑـﻮد ﺑـﺮ ﺣﺎﻟـﺖ دوم و ﭘـﺲ از ﻪ    ﻧﺘﻴﺠـ
 ﻧﺘﻴﺠـﻪ ﻛـﺎر روي ژل ﺑـﺮده ﺷـﺪ و ﺑـﺎ ،اﺳﺘﻔﺎده ﻛﺮدن از آﻧﺰﻳﻢ 
 و 2892pb اﺳﺘﺎﻧﺪارد، وزن ﻣﻮﻟﻜـﻮﻟﻲ ﻗﻄﻌـﺎت ANDﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ 
ﺘﻴﺠـﻪ ﭘـﮋوﻫﺶ ﻧﺘﻴﺠﻪ اﻳﻦ ﭘﮋوﻫﺶ ﺑـﺎ ﻧ .  ﻣﺸﺎﻫﺪه ﮔﺮدﻳﺪ 468pb
 اﻧﺠﺎم ﺷﺪه و 3002 ﻛﻪ در ﺳﺎل iflodnaCو  edraD، ittesiliF
 را IH maB و ﺟﺎﻳﮕـﺎه ﺑـﺮش آﻧـﺰﻳﻢ 1GASﺗـﻮاﻟﻲ ﻛﺎﻣـﻞ ژن 
  .ﺗﻌﻴﻴﻦ ﻛﺮده ﺑﻮدﻧﺪ، ﻣﻄﺎﺑﻘﺖ دارد
    ﻣﺤﺪودﻳﺖ ﭘﮋوﻫﺶ در اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ ﺑﻪ ﺗﻬﻴﻪ ﻣـﻮاد ﻻزم ﺑـﺮاي 
  .ﺷﺪ آزﻣﺎﻳﺸﺎت ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ ﻣﺮﺑﻮط ﻣﻲ
  
  ﮔﻴﺮي ﻧﺘﻴﺠﻪ
از اﻳ ــﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌ ــﻪ ﻧ ــﺸﺎن داد ﻛ ــﻪ ﭘﻼﺳ ــﻤﻴﺪ     ﻧﺘ ــﺎﻳﺞ ﺣﺎﺻــﻞ 
 ﺟﻬﺖ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ و 1GTو ﺑﺎﻛﺘﺮي اﺷﺮﺷﻴﺎﻛﻠﻲ ﺳﻮﻳﻪ  R75ZTP
  . ﺑﺎﺷﻨﺪ  ﻣﻨﺎﺳﺐ ﻣﻲ1GASﻧﮕﻬﺪاري ژن 
  
  ﻓﻬﺮﺳﺖ ﻣﻨﺎﺑﻊ
 M ,swolab A ,reilloC L :nI .sisomsalpoxoT .PJ yabuD -1    
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 .8-531 .p .5002 ;lliH
 
 snarT .sraey 05 :sisomsalpoxoT lacinilC .HB naeK -3    
 .17-945 :66 ;2791 gyH deM coS layoR
 
 rof eniccav a fo tnempoleveD .MG elapohB -4    
 .26-754 :5 ;3002 cefnI orciM .sutats tnerruc :sisomsalposot
 
 ,R reyeG ,H reyeG ,B nepeirtS ,FC rekceniZ -5    
 tneserp era smrofocylg owT .TR ztrawhcS ,F-J ztemerbuD
 fo )03P(1negitna ecafrus eht fo rohcna enarbmem-IPG eht ni
-721 :611 ;1002 lotisaraP hcoiB eloM .iidnog amsalpoxoT
 .53
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Abstract 
    Background & Aim: Toxoplasmosis is caused by a protozoan parasite called toxoplasma gondii. SAG1 is an antigen 
which only exists in tachyzoite stage. This antigen which has two glycoforms is a conformational antigen. The aim of this 
research is to study cloning of SAG1 gene in PTZ57R and transformation of recombinant plasmid in E.coli(TG1 & DH5a).  
    Material & Method: Tachyzoites of T.gondii are able to multiplicate in mouse macrophages. SAG1(30 KDa) is one of 
the three surface antigens and a main candidate for DNA vaccine. Also, SAG1 is the most immunogenic antigen of 
toxoplasmosis and a major surface antigen of the proliferative tachyzoite form of T.gondii. SAG1 genome with a 960 bp 
band is single copy. In this study, the DNA of toxoplasma gondii was extracted and SAG1 genome was amplified. Then 
PCR(Polymrase Chain Reaction) product was purified and cloned in PTZ57R and finally transformed into two strains of 
E.coli(TG1 & DH5α). 
    Results: The DNA of toxoplasma gondii was extracted and SAG1 gene was amplified. The PCR product was seen as a 
960 bp band in 1% agarose gel. After cloning and transformation, to recognize the E.coli recombinant plasmid, the bacteria 
were cultured in LB with ampicilin, X-Gal and IPTG. The mean and standard deviation of colonies that grew in LB were 
measured. To confirm the data, the plasmids were extracted and the DNA of SAG1 was amplified and digested by BamH I 
enzyme. The recombinant plasmid was restricted by enzyme and two 2982 and 864 bp bands were obtained. 
    Conclusion: It was noticed that as for transformation of plasmid with the DNA of SAG1, TG1 is more suitable than 
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